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摘   要：胆固醇是动物体内积累的主要甾醇化合物，在维持细胞膜功能、合成甾体激素、生产甾

体药物中间体等方面具有重要的生物学意义和医学应用价值。传统动物组织提取胆固醇的方法费

时费力并存在严重的环境污染问题，而甾醇分子结构的复杂程度也限制了其化学全合成。近些年，

人们利用合成生物学方法构建的微生物细胞工厂已成功用于萜类、甾醇类等天然产物的开发与合

成。文中综述了胆固醇微生物细胞工厂的研究进展，包括胆固醇生物合成途径的解析、底盘菌株

的选择、异源基因元件的挖掘与优化、相关代谢通路的调控等方面，并讨论了当前研究面临的问

题，以期为胆固醇的高效生物合成提供参考。 
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Abstract: Cholesterol is a major sterol compounds accumulating in animals, which has important 
biological significance and medical application value in maintaining cell membrane function, 
synthesizing steroid hormones, and producing steroid drug intermediates. Traditionally, cholesterol is 
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obtained by animal tissue extraction, but the whole process is time-consuming and laborious, 
accompanied by severe environmental pollution. Due to the complex and delicate structure, steroids are 
difficult to be produced by chemical total synthesis. Most recently, microbial cell factories constructed 
by synthetic biology have been successfully applied on the biosynthesis and development of natural 
products, such as terpenoids and sterols. This paper summarized the research progress on cholesterol 
microbial cell factories, including characterization of cholesterol biosynthesis pathway, selection of 
chassis strains, mining and optimization of heterologous gene components, and regulation of metabolic 
pathway, as well as discussed the problems faced by the current research, hoping to provide references 
for the effective biosynthesis of cholesterol. 

Keywords: cholesterol; steroid hormone; microbial cell factories; synthetic biology; regulation of 
metabolic pathway 

胆固醇(cholesterol，CS)，又称胆甾醇，是

一种含有环戊烷骈多氢菲母核的 27 碳甾体化

合物，分子式为 C27H46O。在分子结构上，胆固

醇主要有 3 部分：(1) 甾体的核心为 4 个碳环

(A−D)；(2) A 环上连有极性羟基；(3) D 环上连

有短的非极性碳链(图 1)，4 个反式构象的核心环

和 C5-C6 之间的双键有助于保持胆固醇的刚性[1]。 
胆固醇是动物细胞膜的基本组成成分，占

质膜脂类的 20%以上，与邻近的脂质和蛋白相

互作用，调节细胞膜的流动性和渗透性[2]；同

时，胆固醇也是合成胆汁酸、维生素 D3 及甾体

激素的重要前体，用于维持机体代谢与正常生

理功能[3]。在工业应用中，胆固醇作为两亲性

脂质，常用于脂质体薄膜材料、乳化剂、软膏

基质等药用辅料，有效增强脂质体制剂的流动

性与稳定性，为药物制剂提供良好保障[4]。胆

固醇具有天然甾体母核骨架，其侧链降解可用

于制备多种甾体药物中间体，如孕烯醇酮[5]、

雄甾-4-烯-3,17-二酮[6]、薯蓣皂素[7]等，甾体药

物在消炎、避孕、免疫调节、内分泌紊乱和老

年性疾病等方面具有重要临床作用，已经成为

仅次于抗生素的世界第二大类药物[8]。 
 

 
 

图 1  胆固醇结构示意图   红色部分为甾体母核结构 
Figure 1  Chemical structure of cholesterol.  The red part is the steroid nucleus structure. 
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目前，胆固醇主要的获取方式是从常见动

物组织及羊毛脂中提取[9]。胆固醇广泛存在于

动物组织中，尤其在脑组织和脊髓组织中含量

最丰富，但由于动物疾病(如疯牛病和猪链球菌

等)存在传播的风险，因此，来自动物来源的胆

固醇补充剂可能对人类健康构成潜在危害。从

羊毛脂中提取胆固醇的方式由于原料来源有

限、提取工艺复杂、工艺污染严重等[10]，无法

满足绿色可持续化发展的需求。由于甾体母核

结构复杂，化学法合成胆固醇难以实现从简单

原料进行合成、对原料要求高且存在化学试剂

污染等问题。 
随着合成生物学和代谢工程的发展，人们

基于微生物强大且多样的生化反应网络，利用

现代生物学技术对已有生物系统进行重新设计

并构建人工细胞工厂，以低价值、可再生的资

源为原料生产高附加值天然化合物[11]，在萜类

和甾醇类等天然产物的开发与合成中取得了突破

性成果，如 Paddon 等在酿酒酵母中组装了多个不

同来源的功能基因模块，构建了合成 25 g/L 青蒿

酸的工程菌株[12]，是合成生物学的重大成果典范。

人们利用合成生物学技术成功实现了甾醇类天然

产物的从头生物合成，如 Szczebara 等在酿酒酵母

中合成 11.5 mg/L 氢化可的松[13]；Zhang 等在解  
脂耶式酵母中合成了 78 mg/L 的孕烯醇酮[14]和 
942 mg/L 菜油甾醇[15]；Qu 等在酿酒酵母中合成了

1 328 mg/L 7-脱氢胆固醇[16]。与传统方法相比，

生物合成法具有生产周期短、原料价廉可再生、

环境友好等优势[17]，是一种绿色可持续发展的

生产模式，已经实现了多种天然化合物的合成

(表 1)，这为胆固醇的生产提供了新的方向。 
随着对胆固醇等甾体化合物生物合成机制

的深入解析，利用合成生物学方法构建微生物

细胞工厂有望成为胆固醇生产的新型方式，这

也为天然甾醇及其衍生物的生产提供了有价值

的研究方向。本文对胆固醇的生物合成机制、

关键基因元件的挖掘及相关代谢通路的调控优

化等研究进行总结，并探讨了微生物合成胆固

醇目前面临的挑战，以期为构建胆固醇微生物

细胞工厂提供参考。 

1  胆固醇的生物合成机制 
胆固醇作为异戊二烯衍生的四环三萜脂类，

其合成以萜类骨架合成途径为基础，以乙酰辅酶

A 为底物，经过近 30 步的酶促反应并消耗大量

能量，最终合成胆固醇(图 2)[31]。在动物中，胆

固醇的生物合成发生在几乎所有细胞中，是一种

基本代谢功能调节途径，其中由羊毛甾醇合酶

(lanosterol synthase，LSS)催化 2,3-氧化鲨烯环化

形成的羊毛甾醇为胆固醇生物合成的核心前体
[32]。在一些植物(如番茄、马铃薯、硅藻等)中也

发现少量胆固醇的存在，主要用于甾体生物碱和

甾体皂苷的合成，胆固醇的合成主要是通过环阿

屯醇合酶(cycloartenol synthase，CAS)催化 2,3-

氧化鲨烯生成中间体环阿屯醇进行的[33]。 

1.1  鲨烯合成阶段 
底物乙酰辅酶 A 经过甲羟戊酸(mevalonic 

acid，MVA)途径生成类固醇物质的结构前体异

戊烯焦磷酸(isopentenyl pyrophosphate，IPP)和二

甲基烯丙基焦磷酸(dimethylallyl pyrophosphate，

DMAPP)，其中，羟甲基戊二酰辅酶 A (3-hydroxy- 

3-methyl glutaryl coenzyme A，HMG-CoA)还原酶

是 MVA 途径的限速酶，也是降胆固醇药物(如他

汀类药物)的靶点[34]。IPP 和 DMAPP 在法尼基焦

磷酸合酶催化下合成法尼基焦磷酸 (farnesyl 

pyrophosphate，FPP)，FPP 在角鲨烯合酶的催化

下形成角鲨烯(squalene，SQ)，SQ 是所有萜类和

类固醇的生化前体[35]。之后，SQ 由鲨烯环氧化

酶氧化生成 2,3-氧化鲨烯(2,3-oxidosqualene)[36]。 
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表 1  微细胞工厂合成萜类和甾醇类天然产物 
Table 1  Terpenoids and steroids biosynthesized in microbial cell factory 
化合物 
Compounds 

微生物菌株 
Microbial strains 

产物 
Products 

产量 
Yield 

参考文献 
References 

萜类 
Terpenoids 

大肠杆菌 
E. coli 

紫杉二烯 
Taxadiene 

1 020 mg/L [18] 

氧化紫杉烷 
Oxygenated taxane 

570 mg/L [19] 

番茄红素 
Lycopene 

925 mg/L [20] 

β-胡萝卜 
β-carotene 

44.2mg/g-DCW [21] 

酿酒酵母 
S. cerevisiae 

青蒿酸 
Artemisinic acid 

25 g/L [12] 

人参皂苷 Rh2 
Ginsenoside Rh2 

2.25 g/L [22] 

β-香树脂醇 
β-armyrin 

138.8 mg/L [23] 

11-氧-β-香树脂醇 
11-oxo-β-armyrin 

108.1 mg/L [23] 

甘草次酸 
Glycyrrhetinic acid 

18.9 mg/L [23] 

齐墩果酸 
Oleanolic acid 

606.9 mg/L [24] 

番茄红素 
Lycopene 

1.6 g/L [25] 

类固醇 
Steroids 

酿酒酵母 
S. cerevisiae 

7-脱氢胆固醇 
7-dehydrocholesterol 

1328 mg/L [16] 

胆固醇 
Cholesterol 

158 mg/g-DCW  
(184.7 mg/L) 

[26] 

β-谷甾醇 
β-sitosterol 

2 mg/L [27] 

菜油甾醇 
Campesterol 

916.9 mg/L [28] 

薯蓣皂素 
Diosgenin 

2.03 g/L [26] 

解脂耶式酵母 
Y. lipolytica 

7-脱氢胆固醇 
7-dehydrocholesterol 

27.9 mg/L [29] 

菜油甾醇 
Campesterol 

942 mg/L [15] 

孕烯醇酮 
Pregnenolone 

78 mg/L [14] 

氢化可的松 
Hydrocortisone 

667 mg/(L·d) [30] 
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图 2  胆固醇的生物合成途径   ACAT：乙酰 CoA C-乙酰基转移酶；HMGCS：3-羟基-3-甲基戊二酰

辅酶 A 合酶；HMGCR：3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶；FPPS：法尼基焦磷酸合酶；SQS：角鲨

烯合酶；SQLE：鲨烯环氧化酶；LSS：羊毛甾醇合酶；CYP51：甾醇 C-14 脱甲基酶；LBR：甾醇

C-14 还原酶；MSMO1：甲基甾醇单加氧酶 1；NSDHL：4α-羧基甾醇-3-脱氢酶；HSD17B7：3-酮类固

醇还原酶；EBP：甾醇 C-8 异构酶；SC5DL：甾醇 C-5 还原酶；DHCR24：甾醇 C-24 还原酶；

DHCR7：7-脱氢胆固醇还原酶；CAS：环阿屯醇合酶；SSR2：甾醇侧链还原酶；SC4DM：甾醇 C-4
脱甲基复合酶；CPI：环丙基甾醇异构酶。红色区域为动物中胆固醇合成途径，绿色区域是动物中胆

固醇合成途径。红色与绿色标记的酶表示动物、植物中胆固醇合成途径的差异酶 
Figure 2  The biosynthetic pathway of cholesterol. ACAT: Acetyl-CoA C-acetyltransferase; HMGCS: 
3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase; HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; FPPS: 
Farnesyl pyrophosphate synthase; SQS: Squalene synthase; SQLE: Squalene epoxidase; LSS: Lanosterol 
synthase; CYP51: Sterol 14-demethylase; LBR: Delta(14)-sterol reductase; MSMO1: Methylsterol 
monooxygenase 1; NSDHL: Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase; HSD17B7: 3-Keto-steroid 
reductase; EBP: C-8 sterol isomerase; SC5DL: Sterol-C5-desaturase; DHCR24: Delta(24)-sterol reductase; 
DHCR7: 7-Dehydrocholesterol reductase; CAS: Cycloartenol synthase; SSR2: Sterol side chain reductase 2; 
SC4DM: Sterol C-4 demethylation complex enzymes; CPI: Cyclopropylsterol isomerase. The cholesterol 
biosynthesis in animal is highlighted in red and in plants is highlighted in green. The enzymes marked in red 
and green represent the ones that different in animals and plants. 
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1.2  羊毛甾醇起始合成胆固醇 
在动物中，2,3-氧化鲨烯在 LSS 作用下环

化生成四环化合物羊毛甾醇(lanosterol))36]，是

胆固醇合成途径中第一个环状甾醇中间体，羊

毛甾醇的合成是形成具有胆甾烷环结构中间体

的核心步骤[37]。在羊毛甾醇起始合成胆固醇的过

程中，由于甾醇 C-24 还原酶(Δ24-sterol reductase，
DHCR24)的广泛底物谱，羊毛甾醇到胆固醇之

间的确切反应顺序尚不清晰，目前根据 DHCR24
的反应顺序，羊毛甾醇到胆固醇的合成途径可

分为Bloch路径(Bloch pathway)和Kandutsch-Russell
路径(Kandutsch-Russell pathway)两种通路[38]。 

在 Bloch 路径中，从羊毛甾醇到链甾醇的

所有中间体都含有 C-24 位双键：羊毛甾醇在甾

醇 C-14 脱甲基酶作用下，脱掉 C-14 的甲基并

形成双键，甾醇 C-14 还原酶将双键还原生成

14-去甲基羊毛甾醇(14-demethyllanosterol)，之

后由 C-4去甲基化酶系统[39](包含甲基甾醇单加

氧酶、4α-羧基甾醇-3-脱氢酶和 3-酮类固醇还原

酶)介导的去甲基化在 C-4 处失去两个甲基生成

酵母甾醇(zymosterol)；zymosterol 由甾醇 C-8
异构酶催化 C-8到 C-7的双键异构化和甾醇 C-5

脱氢酶催化 C-5 (6)发生去饱和化，生成 7-脱氢

链甾醇(7-dehydrodesmosterol)，之后 7-脱氢胆

固醇还原酶 (7-dehydrocholesterol reductase ，

DHCR7) 将 C-7 双 键 还 原 生 成 链 甾 醇

(desmosterol)，DHCR24 将链甾醇 C-24 双键还

原最终生成胆固醇[40]。这一过程需要 9 种催化酶

(表 2)，消耗 15 个 NADPH 和 10 个 O2，产生 20 多

个结构相似的甾醇分子，在 Kandutsch-Russell 路
径中，DHCR24 先作用于羊毛甾醇生成 24,25-
二氢羊毛甾醇(24,25-dihydrolanosterol)，这样从

24,25- 二 氢 羊 毛 甾 醇 到 7- 脱 氢 胆 固 醇

(7-dehydrocholesterol，7-DHC)的所有中间体都

含有饱和的侧链，Bloch 途径中的任何中间体均

能由 DHCR24 转化为其不饱和对应物，即

Kandutsch-Russell 路径中的化合物，最终形成

胆固醇[41]。 
受 DHCR24 底物杂泛性的影响，胆固醇合

成的最直接途径将取决于特定甾醇底物的酶的

相对特异性，从而产生动力学上有利的途径。

在对 DHCR24 底物特异性的体外研究中发现，

24-dehydrolathosterol 是 DHCR24 最具活性的底

物[42]，这表明胆固醇的合成优先从羊毛甾醇到 
 

表 2  参与胆固醇生物合成的相关酶 
Table 2  Enzymes involved in cholesterol biosynthesis 
Enzyme/Gene symbol Enzyme Enzyme commission number Cofactor O2 
HMGR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase EC 1.1.1.34 NADPH  
SQS Squalene synthase EC 2.5.1.21 NAD(P)H  
SQLE Squalene epoxidase EC 1.14.14.17 NAD(P)H O2 
LSS Lanosterol synthase EC 5.4.99.7   
CYP51 Sterol 14-demethylase EC 1.14.15.36   3NADPH 3O2 
LBR Delta(14)-sterol reductase EC 1.3.1.70 NADPH  
MSMO1 Methylsterol monooxygenase 1 EC 1.14.18.9 3NADH 3O2 
NSDHL Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase EC 1.1.1.170 NAD+  
HSD17B7 3-keto-steroid reductase EC 1.1.1.270 NADPH  
EBP C-8 sterol isomerase EC:5.3.3.5   
SC5DL Sterol-C5-desaturase EC 1.14.19.20 NADPH O2 
DHCR24 Delta(24)-sterol reductase EC 1.3.1.72 NAD(P)H  
DHCR7 7-dehydrocholesterol reductase EC 1.3.1.21 NAD(P)H  
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24-dehydrolathosterol 的 Bloch 分支开始，然后

通过 lathosterol 转移到 Kandutsch-Russell 分支。

在这种情况下，7-DHC 是胆固醇合成途径的最

后一种中间体。 

1.3  环阿屯醇起始合成胆固醇： 
植物中合成胆固醇的特有前体为环阿屯醇

(cycloartenol)[43]，它是一种五环三萜类化合物，

由 CAS 催化 2,3-氧化鲨烯生成[44]。在植物胆固

醇合成过程中，合成途径从2,3-氧化鲨烯起始共

经过 10 步酶反应，比动物中胆固醇合成途径多

出一步特有的酶催化反应：环丙基甾醇异构酶

(cyclopropylsterol isomerase ， CPI) 催 化

31-norcycloartanol 的 C-9 发生去甲基化反应，

生成 31-nor-24(25)-dihydrolanosterol。 
植物中的甾醇侧链还原酶(sterol side chain 

reductase，SSR)分为两大类：Δ24-甾醇还原酶

(SSR1)和甾醇侧链还原酶 2 (SSR2)[45]。SSR1 负

责催化菜油甾醇和谷甾醇合成的最后一步反

应，而 SSR2 只负责在胆固醇途径中催化环阿

屯醇合成 cycloartanol[46]。甾醇 C-4 脱甲基复合

酶(sterol C-4 demethylation complex enzymes，
SC4DM)负责催化甾醇中间体的 C-4 去甲基化，

去掉 C-4 位置的两个甲基后中间体才能转化为功

能甾醇，SC4DM 包括 4-甲基甾醇氧化酶(sterol 
methyl oxidase，SMO)、3β-羟基类固醇脱氢酶

(3β-hydroxysteroid dehydrogenase，3β-HSD)和 3-
酮甾醇还原酶(3-keto sterol reductase，3KSR)。在

动物中，单一 SMO 酶参与两个连续的去甲基化

步骤，而在植物中 SMO3 和 SMO4 分别参与胆固

醇前体的第一次和第二次 C-4 脱甲基[47]。 

2  从头合成胆固醇微生物细胞工厂

的构建与优化 
2.1  从头合成胆固醇的底盘细胞 

构建胆固醇微生物细胞工厂需要选择合适

的底盘细胞，具有成熟操作系统及遗传稳定的

底盘细胞是天然产物绿色制造的基础。酿酒酵

母(Saccharomyces cerevisiae)作为基因工程中的

模式微生物，已被广泛应用于天然化合物的生

产，其具有如下优势：(1) 生物安全性高，生长

速度快，适合大规模发酵；(2) 遗传背景清晰，

基因操作工具成熟[48]，如基于同源重组与筛选

标记的传统基因编辑技术和新型基因编辑技术

如锌指核酸酶系统、CRISPR/Cas 相关系统等；

(3) 具有真核生物完整的膜体系和蛋白翻译后

修饰能力，有利于锚定内质网膜蛋白的表达[49]；

(4) 酵母中存在天然固醇合成路径，酿酒酵母是

麦角固醇的天然生产者，麦角甾醇是酵母细胞

膜的重要结构和调节成分[50]，在胆固醇和麦角

固醇的生物合成途径中，二者具有共同的前体

酵母甾醇，而且后续的酶具有相似的催化功能。

因此，易于操作和现有的甾醇合成途径使得酿酒

酵母成为理想的甾醇类物质从头合成的底盘细

胞。Souza 等[51]在酿酒酵母 RH2881 中失活甾醇

C24 甲基转移酶(sterol 24-C-methyltransferase，
ERG6) 和 ERG5 ， 同 时 引 入 斑 马 鱼 来 源 的

DHCR7 和 DHCR24，首次构建了稳定合成胆固

醇的酿酒酵母工程菌株 RH6829，其胆固醇产量

约为 1 mg/g 细胞湿重，开发了利用基因工程技

术改造麦角固醇的合成途径，为在酿酒酵母中

构建固醇类化合物的细胞工厂提供参考。 
随着合成生物学的发展，在酿酒酵母中合

成胆固醇衍生物的研究被持续报道。具有 C-17
孕烷侧链的孕烯醇酮是合成其他甾体药物的重

要中间体。Duport 等[52]在酿酒酵母 FY1679-28C
中失活甾醇 C22 还原酶(C-22 sterol desaturase，
ERG5)，同时引入拟南芥源 C7 还原酶(Δ7-sterol 
reductase，DHCR7)并表达牛源细胞色素 P450
胆固醇侧链降解酶系统 ( 包括细胞色素酶

P450scc 及其天然的皮质铁氧还蛋白 ADX 和铁
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氧还蛋白还原酶 ADR)，首次实现了孕烯醇酮的

从头合成，产量达到 60 mg/L。甾醇 11β-羟基

化的氢化可的松(hydrocortisone，HS)是一种有

效的抗炎药[53]。Chen 等[30]在酿酒酵母 BY4742
中引入丝状真菌犁头霉菌(Absidia Rachis)来源

的甾体 11β-羟基化系统[54](包括细胞色素 P450
酶 CYP5311B2 及其相对应的细胞色素 P450 还

原酶和细胞色素 b5)合成氢化可的松，产量为

22 mg/(L·d) 。 含 有 螺 酮 结 构 的 薯 蓣 皂 素

(diosgenin)是目前合成甾体激素的关键原料，薯

蓣属植物中天然存在着成对 C-16,22-二羟化酶

(CYP90G 亚家族)和 C-26 羟化酶(CYP94D 亚家

族)的 P450 酶[7]，催化氧化胆固醇 5,6-螺酮化生

成薯蓣皂素。Cheng 等[55]在生产胆固醇的酿酒

酵母工程菌株 DG-Cho 中研究了不同物种的类

固醇 C-16,22-二羟化酶和 C-26 羟化酶催化能

力 ， 发 现盾 叶 薯 蓣 (Dioscorea zingiberensis) 
C-16,22-二羟化酶 DzinCYP90G6 和山藜芦(Veratrum  

 

 
 

图 3  胆固醇衍生物的合成示意图   CYP11B1：类固醇 11-β-单加氧酶；ADR：皮质铁氧还蛋白还原

酶；ADX：皮质铁氧还蛋白；CYP27A1：胆固醇 26-羟化酶；CYP11A1：胆固醇侧链裂解酶；CYP125：
甾醇 C-26 单加氧酶；CYP90B：胆固醇 C-22 羟化酶；CH25H：胆固醇 25-羟化酶；CYP90G：类固醇

C-16,22-二羟化酶；CYP94D：类固醇 C-26 羟化酶；Cho：胆固醇氧化酶 
Figure 3  Biosynthesis of steroids based on cholesterol.  CYP11B1: Steroid 11-beta-monooxygenase; 
ADR: Adrenodoxin reductase; ADX: adrenodoxin; CYP27A1: Cholesterol 26-hydroxylase; CYP11A1: 
Cholesterol side-chain cleavage enzyme; CYP125: Sterol C-26 monooxygenase; CYP90B27: Cholesterol 
22-hydroxylase; CH25H: Cholesterol 25-hydroxylase; CYP90G: Steroid 16,22-dihydroxylases; CYP94D: 
Steroid 26-hydroxylases; Cho: Cholesterol oxidase. 
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californicum) C-26羟化酶VcCYP94N1的组合表达

效果最好，薯蓣皂素产量达到 10 mg/L。植物来源

的胆固醇 22-羟化酶(CYP90B 家族)催化胆固

醇的 C-22 位发生羟基化反应，生成 22-羟基胆

固醇。Qu 等在构建薯蓣皂素合成途径工作中进

一 步 过 表达 薯 蓣 来源 的胆固醇 22- 羟化酶

DzinCYP90B71，薯蓣皂素的产量提高了 15 倍，

产量达到(0.45±0.05) mg/(L·OD600)[26]。 
目前，利用酿酒酵母从头合成胆固醇及其

衍生物已成为有价值的研究热点。随着催化胆

固醇的生物酶不断被解析，如 Uhía 等[56]在耻垢

分枝杆菌中发现了胆固醇氧化酶 (cholesterol 
oxidase，ChO)催化氧化胆固醇的 C-3 位羟基生

成胆甾-4-烯-3-酮(cholest-4-en-3-one)，是胆固醇

分解代谢的第一步；Rostoniec 等 [57]在红球菌

(Rhodococcus jostii)中挖掘到催化胆固醇 C26
位羟基化的细胞色素 P450 氧化酶 CYP125，
负责启动甾醇侧链的降解反应；Liang 等 [58]

发现人源细胞色素 P450 酶 CYP27A1 催化胆

固 醇 C27 羟 基 化 生 成 27- 羟 基 胆 固 醇

(27-hydroxycholesterol)；Galiano 等 [59]研究发

现 C25-羟基化酶(cholesterol 25-hydroxylase，
CH25H)催化胆固醇生成的 25-羟基胆固醇

(25-hydroxycholesterol，25-HC)，是重要的氧固

醇分子之一，可被细胞用于抵抗细菌和病毒感

染。随着降解胆固醇生物酶研究的不断推进，

利用合成生物学将这些修饰酶广泛用于甾体药

物生产，可实现甾醇微生物转化巨大的工业应

用价值。 
在酿酒酵母中改造内源麦角固醇途径而从

头合成异源胆固醇已成为可能，目前构建高效

生产胆固醇的微生物细胞工厂还存在诸多难

点，包括：(1) 在微生物底盘中引入的异源酶存

在底物特异性差、催化活性低的问题；(2) 胆固

醇合成途径冗长，宿主内前体和能量供应不足；

(3) 宿主内源固醇合成途径对胆固醇的合成造

成竞争与干扰；(4) 异源甾醇大量积累对宿主细

胞造成负担，影响细胞的生长。研究人员通过

多种策略来解决上述问题。 

2.2  关键酶的挖掘与改造 
在酵母中合成胆固醇需要引入两种异源还

原酶 DHCR24 和 DHCR7，如何提高外源酶与

宿主细胞的亲和性是提高胆固醇产量的一个关

键因素，其中从多样性来源中筛选功能酶是一种

提高异源酶与底盘菌株适配性的有效策略[60]。 
DHCR24 是依赖于黄素腺嘌呤二核苷酸

(flavin adenine dinucleotide，FAD)的氧化还原酶[61]，

在胆固醇生物合成过程中催化甾醇中间体 C-24
双键的还原，其 N 端跨膜结构域引导靶向内质

网膜 [62]。Souza 等 [51]在功能性失活 ERG6 和

ERG5 的酵母底盘中验证了人源、斑马鱼和非

洲爪蟾 3 种不同来源的 DHCR24 用于从头合成

胆固醇，证明了斑马鱼来源 Dr_DHCR24 效果

最好。Guo 等[63]在原有研究基础上又筛选了脊

椎动物、植物和真菌来源的 DHCR24，根据在

酿酒酵母中异源合成 7-DHC的产量进行活性比

较；结果表明，脊椎动物家鸡来源的 DHCR24 
(Gg_DHCR24)具有较高的还原酶活性，其菌株

7-DHC 产量(64.1 mg/L)达到 Dr_DHCR24 菌株

的 1.8 倍，而来自植物、无脊椎动物和真菌的

DHCR24 都未在酵母中实现 7-DHC 的积累。 
DHCR7 催化甾体母核中 C7−C8 双键的还

原，是一种膜包埋酶，其活性不依赖于细胞色

素 P450 还原酶[64]，在胆固醇合成途径中催化

7-DHC 形成最终产物胆固醇，在酵母中筛选适

配性高的异源 DHCR7 可进一步提高目标甾醇

的合成。DHCR7 能够催化多种底物，如催化麦

角甾醇-5,7-二烯醇(Ergosta-5,7-trien-3-ol)的 C-7
双键还原为菜油甾醇(campesterol)。2016 年，

Du 等建立了非洲爪蟾、水稻和褐家鼠的



 
4878 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

DHCR7 全长结构模型，发现含有非洲爪蟾来源

DHCR7 酶的酵母菌株获得了最高效价的菜油

甾醇，并根据 DHCR7 结构模型发现，底物上

的羟基与 Y278 和 D409 形成了一个有利的氢键

网络，从而促使底物与酶的紧密结合，当 Asp
残基突变为 Glu 后，结合亲和力损失 86.7%，

证明了 D409 为底物结合关键位点[65]。据此，

Zhang等对 DHCR7的来源做了进一步拓展及筛

选，使用具有更高活性的斑马鱼来源 DHCR7 
(Dr_DHCR7)替换先前的爪蟾 DHCR7，菜油甾

醇的产量提升了 432%[15]。周武林等[28]基于生

物信息学分析，筛选了与 Dr_DHCR7 高度同源的

9 种 DHCR7，其中表达巴丁鱼(Pangasianodon 
hypophthalmus) DHCR7 的酿酒酵母工程菌株比

Dr_DHCR7 的工程菌株菜油甾醇产量提高了

29.2%。Xu 等[26]选择富含生物碱(甾体类生物碱

由胆固醇生物合成，是茄科植物特有的代谢产

物)的茄科植物 DHCR7 进行筛选，其中表达马

铃薯 DHCR7 (St_DWF5)菌株中菜油甾醇的产

量比表达 Dr_DHCR7 菌株高 39%。因此，通过

在酵母底盘中筛选合适酶来源并调控其转录水

平，可以提高胆固醇的合成效率。 
异源表达动物 DHCR24 在微生物中显示出

较差的底物特异性，从而限制了目标甾醇的有

效生物合成。本课题组系统分析了不同来源的

DHCR24 和 DHCR7 的分子进化树(图 4)，并在

原始酿酒酵母菌株 BY4742中表达 DHCR24后，

发现发酵产物中除目标甾醇 7-DHC 外，还存在

24,25-二氢羊毛甾醇、lathosterol 等副产物，结

果证明了 DHCR24 确实存在底物杂泛性，能够

识别催化酵母中多种固醇中间体，这与 Nes 等

的研究成果一致[41]。因此，通过对关键酶的分

子改造来进行理性改造，增强酶识别底物的特

异性，是改善胆固醇异源合成的潜在方法。在

三萜化合物的合成途径中，Sun 等[24]通过同源

建模和分子对接方法确定了植物 P450 单加氧

酶 CYP72A63 与底物 11-oxo-β-amyrin 疏水相互

作用的关键残基(L330、L333、T338 和 A334)，
并对其进行了分子改造，实现了 94.2%的 C-30
氧化，从而进一步提高了生物合成甘草次酸的

产量。 

2.3  优化合成胆固醇微生物细胞工厂的 
策略 

在获得胆固醇生物合成的工程菌株后，为

了进一步满足后续工业化进程、提高酵母中异

源甾醇的合成能力，通过采用代谢工程相关策

略对代谢途径进行调控和优化，如阻断或弱化

竞争途径、增强甾体合成途径的代谢通量、提

高胞内目标产物的存储能力等方法来提高胆固

醇的合成产量。 
2.3.1  阻断或弱化竞争途径 

竞争性通路的缺失或下调已被证明是开发

高效细胞工厂的一个成功策略[66]。酿酒酵母细

胞中内源的麦角固醇通路与胆固醇合成途径具

有直接共同前体酵母甾醇，存在明显的竞争关

系。有研究表明，麦角固醇通过调节胆固醇相

关基因的表达，抑制胆固醇吸收和促进胆固醇

外排来抑制胆固醇的合成[67]。因此，敲除或弱

化麦角固醇途径不仅可以阻断代谢旁路，还可

以消除麦角甾醇对甾醇合成途径的抑制作用，

这是构建胆固醇微生物细胞工厂的必需步骤。 
在酿酒酵母中，麦角固醇合成途径的关键

基因 ERG6 和 ERG5 是常被选择用来操作的对

象。ERG6 催化麦角固醇的 C-24 位甲基化，

ERG5 通过在甾醇侧链的 C-22 处引入反式双键

来催化麦角甾醇合成途径的第 20 步，当 ERG5
或 ERG6 失活后，底物酵母甾醇到麦角甾醇途

径的代谢流可以被有效削弱[68]。另一方面，由

于麦角甾醇是酿酒酵母细胞膜的关键成分，在

维持细胞膜的流动性、膜结合酶的活性与细胞 
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图 4  不同来源 DHCR24 (A)和 DHCR7 (B)的分子进化树 
Figure 4  The Molecular phylogenetic tree of different DHCR24 (A) and DHCR7 (B).  
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的物质运输等方面起着重要作用，麦角固醇代

谢途径的阻断导致了代谢失衡、低生长和有毒

中间代谢物的积累等一系列问题。Su 等验证

ERG5 的缺失导致细胞内游离 NADH/NAD+比

值升高，甘油和乙醇积累增多，从而导致细胞

内氧化还原失衡，进而影响目标产物的合成[69]。

为了优化代谢通量的分布，同时避免直接敲除

竞争途径基因产生的一系列问题，调控启动子

或实现基因诱导型表达是重要手段。Qu 等[16]采

用聚类规则间隔短回文重复干扰系统(clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats 
interference，CRISPRi)，通过靶向 ERG6 启动

子进行动态抑制 ERG6 的表达量，与直接失活

ERG6 相比，动态调控 ERG6 使得菌株 OD600

值提高了 43%，7-DHC 产量提高了 64%。Xu
等[26]采用弱 ERG7 启动子和低浓度葡萄糖抑制

型 HXT1 启动子调控 ERG6 的表达，相较于

ERG6 敲除的对照菌株，胆固醇积累量分别提

高了 15 倍和 5.5 倍。因此，以酿酒酵母为底盘

构建胆固醇微生物细胞工厂，麦角固醇竞争途

径的敲除或弱化是首要考虑的因素，消除内源

竞争性抑制，有助于构建稳定合成胆固醇的工

程菌株。 
2.3.2  增强甾体合成途径的代谢通量 

微生物合成胆固醇的产率低的主要原因是

代谢途径过长和代谢不平衡，因此可对合成途

径进行调控来增强甾体合成的代谢通量。为了

保证充足的前体供给，增加 MVA 模块关键基因

的拷贝数来增加代谢通量，Hassan 等[70]通过在

酿酒酵母 INVSc1 中过表达 IDI1 和 ERG20，增

强 MVA 途径中的乙酰辅酶 A 通量，长叶烯

(longifolene)产量从 1.22 mg/L 提高到 2.35 mg/L，
提高了 1.9 倍；过表达 tHMG1 增强了角鲨烯的

积累，长叶烯产量达到了 14 mg/L，提高了 1.32 倍。

Westfall 等[71]对酿酒酵母 CEN.PK2 中 MVA 通

路中所有功能基因进行过表达，利用半乳糖调

节的 GAL1 启动子或 GAL10 启动子增加

ERG10、ERG13、tHMG1、ERG12、ERG8、ERG19、
IDI1 和 ERG20 基因的拷贝数，提高 MVA 途径

的代谢通量，青蒿酸(artemisinic acid)的产量增

加一倍，达到 50.7 mg/(L·OD600)。在增强前体

底物池的基础上，采用“推-拉”策略，调节后鲨

烯途径中的相关基因，促进鲨烯下游代谢通量，

积累目标产物，如张文倩等对合成 7-DHC 菌株

中后鲨烯路径进行调控，其中联合过表达 ERG2
和 ERG3 基因模块及过表达 ERG11 能够有效拉

动鲨烯向酵母甾醇的积累，提高 7-DHC 的产  
量[72]。Guo 等[63]采用活性更强的启动子 GAL1 
(PGAL1)代替 DHCR24 原启动子 PGAL7，7-DHC 产

量由 78.4 mg/L 提高到 81.7 mg/L。除了增加拷

贝数或提高启动子强度外，还可以对蛋白空间

位置进行优化。内质网是胆固醇生物合成的场

所，特别是鲨烯下游固醇合成途径的阶段，所

有酶都定位在内质网上，并与膜结合，而甾醇

分子的底物和产物往往是极端疏水性的，这增

加了内质网膜蛋白催化和传递固醇中间体的难

度。Guo 等采用途径区域化重组来调节代谢流

量，将鲨烯下游途径酶重新安排亚细胞位置，

将 ERG 蛋白与异源蛋白靶向到脂质体，加速中

间代谢物的传递[73]。除了内质网酶的分区重构，

利用内质网形态改造策略容纳更多膜蛋白，有助

于提高胆固醇的生产能力。例如，酵母磷脂生物

合成调控基因 INO2在扩大内质网空间方面起着

关键作用[74]。Qu 等[16]在酿酒酵母 CEN.PK2-1C
中过表达磷脂生物合成调控基因 INO2，扩大了

内质网空间，使角鲨烯和 7-DHC 产量分别提高

了 1.07 倍和 1.68 倍。Dusséaux 等[75]在酿酒酵

母 EGY48 过氧化物酶体中引入了一个完整的甲

羟戊酸途径，乙酰辅酶 A 转化柠檬烯(limonene)
的效率大幅度提高，产量达到 141 mg/L，将整

个柠檬烯合成途径从细胞质转移到过氧化物酶
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体，实现了比胞质生产最多 125 倍的增长。 
2.3.3  细胞器改造提高甾醇的存储能力 

酵母细胞中甾醇的合成与分布受系统严格

调控，甾醇在胞内以游离甾醇和甾醇酯两种形

式存在，过量甾醇的合成会引发产物抑制效应，

脂滴(lipids，LDs)作为酵母细胞中甾醇等亲脂性

化合物的储存单元，对甾醇存储细胞器脂滴的

改造及提高脂质含量，是改善胆固醇等亲脂性

产物在酵母中积累的有效方法。Qian 等[76]在脂

质合成能力不同的解脂耶式酵母中改造麦角固

醇合成途径，通过敲除 ERG5 并过表达 DHCR7

构建了菜油甾醇合成途径，发现菜籽油甾醇主

要存在于脂滴中，并验证了脂质含量与菜油甾

醇合成的关系，在敲除多功能 β-氧化蛋白

(multifunctional β-oxidation protein，MFE1)的工

程解脂耶氏酵母 YL-D+M－E－中，其脂肪酸的消

耗减少、脂质含量增加，细胞脂滴含量提高了

59%，菜油甾醇产量提高了 1.6 倍。在以往的研

究 中 ， 过 表 达 二 酰 基 甘 油 酰 基 转 移 酶

(diacylglycerol O-acyltransferase，DGA1)有效提

高酿酒酵母细胞的脂滴含量[77]。本课题组[78]过

表达 DGA1，显著增加了胞内的脂滴积累，扩

大了疏水性萜烯 α-香树脂醇(α-amyrin)的存储

池。少数脂滴(few lipid droplet)基因 1 (FLD1)

是人类 seipin 的功能同源物，可调节酵母中脂

滴的大小，在缺失 FLD1 基因的菌株中，随着

脂滴增大，固醇储存量上调了 70% [79]。酵母

FLD1 基因的功能失常会导致 LDs 聚集或在紧

靠核膜的附近产生超大型 LDs[80]。Ma 等[81]敲

除重组酵母细胞 FLD1 基因，亲脂性产物番茄

红素的积累量提高了 25%。酵母内源存在两种

固醇酰基转移酶 ARE1 和 ARE2[82]，它们将游

离甾醇转化为中性固醇酯，ARE1 和 ARE2 缺

失后甾醇酯的水平明显降低。固醇酯与三酰甘

油是脂滴的组成成分，对 ARE1 和 ARE2 过表

达来强化甾醇酯化过程，从而提高脂滴含量，

为增强酵母中甾醇的存储能力提供参考。 

3  讨论与展望 
胆固醇等天然甾体化合物具有复杂的甾体

结构，是制备甾体药物中间体的重要前体，目

前胆固醇的化学合成困难且污染严重，而天然

提取方式存在不容忽视的环境污染问题。随着

合成生物学技术的不断发展，构建微生物细胞

工厂异源合成胆固醇等天然甾醇化合物有望替

代传统方法，实现成本低廉、绿色环保、安全

无毒的甾体化合物的制备，为甾体激素类药物

的生产提供了新的路线。 

胆固醇生物合成路线长、调控复杂，目前

微生物从头合成胆固醇仍处于初始发展阶段，

构建高效生产胆固醇的微生物细胞工厂还需解

决几个问题：(1) 途径异源酶表达活性低，底物

特异性差；(2) 宿主内源固醇合成途径的竞争与

干扰；(3) 异源甾醇对宿主细胞造成负担，难以

大量积累。随着人们对甾醇调控机制的深入探

索，以及合成生物学技术的不断发展，采用酶

工程策略对异源酶进行改造，实现酶高效异源

表达；提出宿主内源甾醇与目标甾醇的稳态协

同调控策略，如增加甾醇存储空间，实现宿主

稳定生长和高效生产；通过开发或改造获得潜

在的优良宿主是改善甾醇积累造成细胞负担的

有效手段。同时，随着自然界中降解胆固醇等

甾醇化合物的基因簇不断被挖掘，利用合成生

物学技术在微生物中合成相关甾体衍生物，通

过提出更有效的异源合成甾醇的策略，突破甾

体合成瓶颈，争取早日实现甾体化合物的绿色

工业制造。 
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